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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
イソスリソ依存型糖尿病の発症早期に糸球体濾過値（GFR）の上昇がみられ、かつこの血行動態
の異常がその後の糖尿病性腎症の発症、進展に関与していることが提唱されてきた。しかし、糖尿病
患者の腎血渠流量（RPF）の変化についての報告は必ずしも一致しておらず、この一因として、高
血糖の存在がRPF測定操作を干渉するためではないかとの推測がなされていた。近年、RPF測定に
広く用いられるp－アミノ馬尿酸（PAH）が尿中のグルコースと非酵素的に反応を起こし、尿中PA
H測定値の誤認を引き起こしうる可能性が指摘されている。そこで本研究では、尿中PAH測定に及
ぼす諸因子の影響を検討すると共に、糖尿病患者において正確なPAH測定値を得るための改良法に
ついて検討を加えた。
［方　法］
1．入院中の糖尿病患者4名においてPAHクリアラソス試験を既報の方法で施行、検体として得られ
た血菜、及び尿を一定期間冷凍保存し、それぞれのPAH測定値の変化を検討した。なおPAHの測定
は、増井らの報告したDAC（p－dimethylaminocinnamaldehyde）法を一部変更して行った。
2．尿糖陰性の健常者より採取した尿（pH6．0）、またはpH6．0及び7．4の燐酸添加生理食塩液（PB
S）に、種々の濃度のグルコース（0－4000mg／dl）を加え、一定量（500mg／dl）のPAHと共に37
℃、4時間酵置し、酵置前後のPAH測定値を比較した。更に、尿（pH6．0）にグルコース（1000，2
000mg／dl）とPAH（500mg／dl）を加え、一定時間酵置し反応を進行させた検体につき、DAC法の
最終操作である酸性の測定液を加えた時点より、吸光度測定までの時間とその測定値の変化について
検討した。
3．本反応の定量的評価のため、Prueksaritanoutらの方法に従い、高速液体クロマトグラフィー（H
PLC）による分析を行った。PAHをグルコースと共に一定時間酵置したものを検体とした場合の溶
出パターソを確認の後、pH　2－6の各段階の緩衝液にPAHを500mg／dl、グルコースを2000mg／dl
の濃度となるよう加え、37℃60分間醇置した前後の溶出パターソより、PAH全体のうちグルコース
と反応したPAHの割合を比較検討した。
［結　果］
1．糖尿病患者における尿検体保存についての検討
血菜PAHの測定値は1週間の冷凍保存の前後で、ほとんど差を認めなかったが、尿PAH測定値は、
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保存により前借の66％に低下した。6週まで保存期間を延長した検討では、尿PAH測定値は保存期
間を経るごとに低下傾向を示した。一方、Daltonらの方法に準じ採尿時尿検体に約200分の1量のNa
OH（4規定）を加え保存した場合、または測定直前に酸処理した場合には、保存期間中PAH測定値
はほぼ一定であり、かつ酸処理をした場合のほうがやや高値で推移した。
2．PAHとグルコースの反応についてのinvitroでの検討
pH7．4のPBSにおいては全てのグルコース濃度条件下において、酵置前後でPAH測定値の変化は
ほとんど認められなかったのに対し、pH6．0のPBS及び健常者尿（pH6．0）ではグルコース濃度の
上昇と共に酵置前に対する後の億が低下する傾向が見られ、グルコース濃度4000mg／dlでは、それぞ
れ前値の73．7％、81．2％となった。PAHとグルコースとの反応の可逆性についての検討では、強酸
性にした時点から吸光度測定までの時間経過とともに、本来のPAH濃度に回復する傾向を示し、最
終的に要する時間はグルコース渡度にかかわらず室温では約7時間であった。
3．PAHとグルコースの反応のpH依存性に関するHPLCでの検討
HPLCではretention timeの経過と共に＜PAH＞＜グルコースとPAHの反応生成物＞の順に単一
のピークとして認められた。そこで、2つのピークの総面積に対する第2のピークの面積の割合をグ
ルコースと反応したPAH（反応生成物）の割合と仮定し、反応進行の指標とした。種々のpH（2－
6）に設定した緩衝液を用いて60分反応させたところ、反応生成物の割合はpH3で最も多く、pH
4→5→2→6の順であった。なお、この反応生成物のピークは前処置として酸処理することにより
完全に消失した。
［考　察］
DAC法を始めとするPAH測定法は、PAHの芳香族アミノ基に対する反応に基づいているため、こ
のアミノ基が他の物質と反応を起こし消費されれば、PAH濃度を過小評価する可能性がある。HPL
Cによる分析で確認された反応生成物と思われる一つのpeakについて、Daltonらはこのpeakに対応
するelutionfractionを集めた分析より、この生成物はSchiff baseであることを確認した。すなわち
PAHのアミノ基とグルコースのカルポニル基が反応し、Schiff baseを生成すると考えられ、かつこ
の方向への反応の至適pHは3付近であることが認められた。また、pHl以下の酸性条件下でほぼ
完全にSchiffbaseが消失することにより、PAH測定操作の手技の中で、本来のPAH測定値を得るこ
とが可能と思われた。
［結　論］
酸性尿の場合、PAHとグルコースの反応が極めて短時間に進行する可能性が示唆されるため、尿
糖陽性症例の尿PAH測定時には、①尿検体に対する前処置として酸処理を行うか、または、③測定
操作中強酸性の測定液を加えた段階で、一定時間以上の酵置を行う、のうちいずれかの操作を加える
ことが必要と考えられた。
学位論文審査の結果の要旨
本研究は、糖尿病患者尿検体について一般的に行われているp－アミノ馬尿酸（PAH）を用いる
腎血梁流量の測定法に問題があることを明らかにしたものであり、尿中の糖（グルコース）の存在が
尿PAH濃度測定に影響を及ぼすことを詳細に検討したものである。得られた結果は次の通りである。
1．患者尿検体のPAH測定値は尿糖濃度に依存して低下していた。尿糖を含まない健常者尿にPAH
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と共にグルコースを加えた検体においてもPAH測定値は低下した。
2．患者尿検体および糖を加えた健常者尿検体において、高速液体クロマトグラフィー（C18逆相カ
ラム）でPAHおよびグルコース以外にPAH－糖複合体を示すと思われるピークが見られた。
3．このピークは酸加水分解処理によって消失し、それと同時にPAHのピークの増高がみとめられ
た。なお、検体を50－100倍に水で希釈することによってもPAH－糖複合体のピークと思われるもの
は消失した。これらの所見から、PAHとグルコースは尿中で複合体を形成すると考えられる。
4．PAH－糖複合体の生成はpH3ないし4で最大であり、pH依存性の反応に基づくことが確認さ
れた。
5．この反応は37℃では15－60分で完結することが兄い出された。
以上の研究結果は、PAHの芳香族アミノ基との反応に基づく測定法を用いる場合、糖尿病患者の
検体では尿PAHが過小評価されることを示している。しかも、PAHと糖との反応は可逆的であり、
検体を酸処理することにより容易に抑制されることを示している。これらの研究結果は糖尿病患者の
正確な腎血菜流量の測定にきわめて有用なものであり、本論文は博士（医学）の学位に値すると認め
る。
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